APLICACAO DA MICROSCOPIA ELETRONICA AO
ESTUDO DOS LATICIFEROS EMBRIONARIOS DE
EUPHORBIA PULCHERRIMA WILLD *

por

F.R. MiLaANEZ ¢ R.D. MACHADo

Os tubos laticiferos vém sendo, de ha muito, estudados
por um de nés, especialmente quanto & sua origem.

Interessando-nos a investigacdo do mesmo assunto ao
microscépio eletronico, em cortes ultra-finos, aproveitamos
a oportunidade do curso ministrado pelo Prof. K.R. Porter,
em Julho de 1955 no Instituto de Biofisica, para levar a
efeito nossas primeiras experiéncias.

O primeiro objeto examinado (MATERIAL I) consta de
embrido pequeno (ca. de 1,5 mm) de Euphorbia pulcherrima
Willd, que foi colocado no fixador, icido 6smico a 1%, pH 6,
temperatura ambiente, durante uma hora e, em seguida,
cortado em fragmentos menores, que retornaram ao fixador
por mais 15 minutos. Teve-se em vista, ndo s6 reduzir ao
tamanho mais favordvel para o corte, mas também permitir
a extrusio de latex que fosse diretamente atingido pelo fi-
xador. Seguiram-se lavagem em tampdo e 4gua, desidra-
tacio em 4&lcool etilico e inclusdo em metacrilato. Reali-
zou-se 0 corte ultra-fino ao micrétomo Porter-Blum do Ins-
tituto de Biofisica.

J4 foram promissores ésses resultados preliminares, po-
dendo-se assinalar nas correspondentes micrografias (ns. 5,
6, 7, 8 e 9) alguns fatos importantes.

Micro 5 — Temos repetidamente afirmado que os chamados tubos
continuos, ao invés de se constituirem de células unicas de cresci-

* 1. Relatério apresentado ao Diretor do Instituto de Blofisica.
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mento indefinido, como se assevera geralmente, resultam da fusdo
de varios elementos. Ainda mals, que essa fusio também se efetua,
as vézes, lateralmente, ocasionando o aumento de calibre do tubo.
‘Na micro em anilise observam-se, em a, vestigios seguros de unido
de dois protoplastas, aparecendo no limite respectivo uma fileira
de vaciolos extremamente pequenos, invisiveis ao microscépio lu-
minoso; em varios pontos das. paredes laterais e especialmente
em c, nota-se a dissolucdio da parede celular. '

Micro 6 — Outro ponto s6bre o qual temos insistido € a evolucdo
especial de certos nticleos dos laticiferos, que muito se assemelha
ao processo degenerativo descrito, como cariorrexis.

Assinalado em a encontra-se um niicleo em fase tipica do men-
cionado processo: através da membrana descontinua ocorre extrusido
da substincia cromaitica.

Micros 7 e.8 — Desde que afirmamos serem os gldbulos de latex
produzidos em plastideos especiais — galactoplastideos, temos pro-
curado acompanhar nas células laticiferas a evolu¢cdo do plasti-
doma. Estudos modernos, principalmente devidos a STRUGGER, de-
monstraram, nos meristemas, a presenca de proplastideos que se
multiplicam por crescimento longitudinal e progressivo estrangula-
‘mento; sua estrutura foi também descrita como constando de um
granum, ou diversos grana, imersos em matriz estromatica. Du-
rante a multiplicacdo divide-se, primeiramente, o granum. Por se-
rem meristematicos os tecidos do embrido, era de supor-se que con-

tivessem proplastideos; éstes deverilam ser muito numerosos nas

células laticiferas, onde aparecerdo mais tarde, na plantula, os ga-
lactoplastideos. Guiados por essas consideracdes procuramos sem-
pre nos cortes ultra-finos, os proplastideos. Pudemos observar e
micrografar, principalmente no latex que extravasa durante o sec-
clonamento do material e se acumula na superficle dos fragmentos
preparados, corpisculos que pela forma, tamanho e estrutura acre-
ditamos sejam os citados proplastideos. A se confirmar nosso ponto

«de vista, serdo essas as primeiras imagens electronicas de proplastideos.

em células de embrido, a serem divulgados.

Micro 9 — Nos laticiferos a e ¢, cortados respectivamente em
plano transversal e obliquo, hi também proplastideos dificels de
distinguir pela grande densidade que apresenta o contetido celular
;a0 feixe de electrons. Pelo mesmo motivo nio é possivel caracte-
rizar outras particulas figuradas: mitocondrias e esferosomas.

Ocorreu-nos comparar os aspectos acima, com os da fi-
xacdo que vinha sendo usada para o mesmo material no
estudo com o microscopio luminoso.
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Para isso, recuperamos de um bloco de parafina, mate-
rial fixado em liquido de Benda, j4 examinado por meio de
cortes em micrétomo comum (Spencer 820), incluindo-o em
metacrilato e efetuando cortes ultra-finos (Material II).

Nas micrografias desta série (ns. 1, 2, 3 e 4) verifica-se
de pronto a diferenca da acdo do fixador. O liquido de
Benda, apesar de reputado como dos mais fiéis na citologia
comum, ndo preserva, como foi revelado pelo microscopio
electrénico, de maneira conveniente, as estruturas mais fi-
nas, notando-se plasmolise acentuada dos tubos laticiferos,
com quebra da continuidade da superficie do protoplasma,
e auséncia dos detalhes finos, como os que permitem carac-
terizar os proplastideos.

Como os estudos anteriores se baseavam na observacéo
com o microscépio luminoso, iniciou-se o exame no micros-
copio electrénico com aumentos até 10.000 x, excepcional-
mente 20 mil vézes. Convém assinalar, entretanto, que os
fracos aumentos com o microscépio electréonico sdo muito
lteis para proporcionar imagens semelhantes as penosa-

mente obtidas préximo ao aumento util maximo do micros-
c6pio luminoso, com grande vantagem em nitidez (ver
micros 1 e 2).

Para estabelecer -correlacdo com os aspectos ja familia-
res, facilitar o enquadramento dos detalhes, e orientar a
pesquisa no microscépio electronico, mostrou-se conveniente,
entretanto, examinar paralelamente os cortes com o micros-
copio luminoso.

Enquanto incluidos no metacrilato, os cortes ultra-fi-
nos, (colhidos em fragmentos de laminula, a.que aderem por
ligeiro aquecimento) sfo escassamente visiveis mesmo em
contraste de fase.

Dissolvido o metacrilato com acetona, experimentamos
diferentes meios de montagem. O ar (nD = 1) confere bom
contraste mas prejudica a resolugdo. O balsamo do Canada
(nD = 1,52) ndo permite contraste suficiente, ficando mesmo
invisiveis alguns cortes. O “styrax” (ND 1,55) e o ‘“hyrax”
(nD 1,65), de acordo com o espécime e o tipo de contraste
de fase usado, ddo, ora um, ora outro, melhor imagem, (ver
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micro n.° 1). Com éstes dois ultimos meios de montagem,
de indices de refra¢cdo mais elevados, em geral, que os ocor-
rentes no material, se obtém, com o contraste de fase “claro”
(“bright”) da American Optical Co. (correspondente ao con-
traste de fase positivo, segundo FragoN), uma imagem do
tipo da do microscépio electrénico.

Acham-se presentemente em estudo oito blocos, de di-
ferentes partes de embrides em varias fases de desenvolvi-
mento.

Consta éste Material III de dois grupos. O primeiro
compreende trés embrides mais desenvolvidos, sendo um ma-
duro, um quase maduro e o 3.2 com cérca de 3 mm. O se-
gundo grupo constitui-se de dois embnoes menores, um com
2 mm, outro com 1,5 mm.

Procedeu-se 3 fixag8o em acido 6smico a 2% (pH 6), &
temperatura ambiente, durante meia hora, quando foram
os espécimes divididos em fragmentos de tamanho conve-
niente (exceto o menor, deixado inteiro) retornando ao fi-
xador até completar-se uma hora. Seguiu-se lavagem em

tampao e agua, desidratacdo em 4lcool etilico em. graduacio
lenta (2,5-5-7,5-10-15-20-30-50-70-85-85 e absoluto) e inclu-
sao em metacrilato. Os cortes ultra-finos também foram ob-
tidos no micrétomo Porter-Blum do Instituto de Biofisica.
Ja a éste material pertencem as micros ns. 10, 11, 12 e 13.

Micros 10 e 11 — Nesse embriio, muito mais desenvolvidos que
o anterior, encontram-se proplastideos (?) em diferentes estdglos de
diferenciagio. Nos dois que aparecem abaixo (Micro 11). com malor
aumento, observa-se estrutura aparentemente complexa. Além disso,
o assinalado com a estd visivelmente em ativa multiplicacao.

Micro 12 — Proplastideo (?) mulito alongado, de outro campo mi-
croscopico, exibe, aqul, curiosa estrutura. Seri, possivelmente, o
precursor de um amlloplasta que secretara um bastio de amilo,
caracteristico do género Euphorbia.

Micro 13 — SCHMALHAUSEN descobriu sob a epiderme dos cotilé-
dones de Euphorbia um “reticulo laticifero” que nao foi observado
por ScHULLERUS. CHAUVEAUD ndde ver os ramos finos ' dos tubos,
mas negou que se anastomosassem em reticulo. Um de nés teve
ocasido de confirmar a presenca do referido reticulo e de fotogra-
fa-lo comn microscépio luminoso, além de esclarecer sua origem
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mediante a fusio de segmentos dos protoplastas epidérmicos e su-
bzpidérmicos. Assiste-se, nesta electromicrografia, a uma fase de
sua formagio. Em diversas células, individualizam-se através de
condensacio do citoplasma e aciimulo dos proplastideos e outras
particulas, os segmentos que irdo fusionar-se. Em g, um segmento
j4 individualizado; em b, outro que apenas esboga a citada indi-
v{dualizagéo, em ¢, um segmento nucleado, iniciando a condensacéo
mencionada.

Sdo ésses os resultados conseguidos até agora, que nos
animam a .prosseguir no rumo que tracamos.

Consignamos aqui os nossos agradecimentos ao Prof.
Carlos Chagas e a D. Herta Meyer pelas facilidades no uso
do micrétomo Porter-Blum e do microscopio electrénico
Phillips EM-100 do Instituto de Biofisica, e ao Prof. Joa-
quim Bertino de Moraes Carvalho, pelo uso do equipamento
de microscopia e laboratério fotografico, do Instituto de

Oleos.
EXPLICAGAO DAS ESTAMPAS

A fotomicrografia 1 da Estampa I foi obtida com microscépio
de contraste de fase A.O.Co. objetiva 97 x. N.A. 1,25, contraste
claro médio, lampada de filamento em fita, filtro Wratten n.° 62,
no Instituto de Oleos, por R.D. Machado.

As demais micrografias foram conseguidas com microscéplo
- electrénico Phillips EM-100 (filme 35 mm, Kodak Fine Grain Po-
sitive, nio perfurado); as copias ampliadas, por R.D. Machado,
no referido Instituto de Oleos, foram preparadas de modo a apro-
veitar a0 maximo a gama de tonalidades do papel, culdadosamente
escolhido para cada caso, a fim de evitar que qualquer parte da
imagem ultrapassasse a escala util do papel empregado.

I -1 — Material II (Corte ultrafino montado em *“hyrax”)
Laticifero ramificado no cotilédone.
9 — Material II — Laticifero ramificado no mesmo coti-
lédone — Assinalada com a a superficie do citoplasma, bas-
tante afastada da parede (plasmoélise) e descontinua.

II — 3 — Material II — Extremidade de um laticifero.
a) Um dos proplastideos perceptiveis, apesar da fixacdo.
b) Nucleo.
¢) Glébulo de reserva lipidica em célula vizinha,
d) Dissolucio parcial da parede, evidenciando ac¢do indu-
tora do laticifero sobre a célula assinalada.
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III — 4 — Material ' I — Ramo laticifero cotiledonar.
a) Reserva lipidica, ainda nao completamente dissolvida
no laticifero, denunciando formagio recente deste a custa
de células que a contém habitualmente. 3
b) marcada descontinuidade da superficie do citoplasma.

¢) niucleo alterado e mal fixado.

5 — Material I — Dois laticieros a.djwa.centes, em formacio,
no hipocétilo.

a) linha de fusdo de dois protoplastas. -

b) nfcleo, em corte superficial. .

¢) um dos pontos em que ocorre dissolucdo nitida da pa-
rede separadora. -

6 — Material I — Laticifero muito jovem no hipocétilo.
a) nucleo em cariorrexis, cuja membrana € t1p1ca.mente
" descontinua.

VI —7. — Materia.l I— ‘Células da superficie de-secgdo dc; ma-
terial fixado. Prosplastideos em multiplicacdo ativa.

VII — 8 — Idem, idem — Véem-se nitidamente os grana, alguns
dos quais (um assinalado) parecem dividir-se.

VIII — 9 — Material I Trés laticiferos seccionados transversal (a)
_ e obliquamente (b) e (c).

IX =~ 10 — Material II — Proplastideos em diversas fases de de-
senvolvimento na cavidade de um-ramo laticifero.
11 — Os proplastideos assinalados com a e b, vistos com
maior_aumento; o primeiro acha-se em multiplicagao.
12 — Outro proplastideo, bastante alongado posswel pre-
cursor de amiloplasta.

* X — 13 '— Material III — Corte paradérmico do cotilédone.
5.000x — Fase preparatéria a formacio do reticulo sube-
pidérmico.

a) Segmento de protoplasta ja individualizado;

b) Iniclo da condensacdo de outro segmento;

¢) Formacio de um segmento nucleado; o niicleo alonga-se
de modo caracteristico.

d) Confluéncia de dois segmentos, com dissolugdo da pa-
rede separadora.
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